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Depuis des annees de nombreuses equipes se sont 
attachees a synthesiser des analogues de peptides ou de 
proteines qui miment les activites biologiques des 
peptides ou proteines naturels . On peut citer a titre 
d'exemple les analogues peptidiques obtenus par 
remplacement d*un ou plusieurs acides amines de la serie L 
par un ou des acides amines correspondants de la serie D, 
les peptides presentant une modification au niveau d'au 
moins une des liaisons peptidiques, telles que les 
liaisons retro, inverso, r^tro-inverso, carba et aza. 

La liaison carba (CH2-CH2) a et6 decrite comme un 
mime potentiel de la liaison peptidique (Mendre C. et al. , 
European J. Pharmacol., 186, p213-222, 1990; Attwood et 
al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 7, p429-432, 1997). Par 

ailleurs, le remplacement du carbone a par un atome 
d 1 azote partiel ou complet sur un peptide a permis 
d f obtenir des pseudopeptides interessants denommes 
azapeptides et azatides respectivement (Gante, J., 
Synthesis, p405-413, 1989 ; Han H. et Janda K.D., J. Amer. 
Chem. Soc, 118, p2539-2544, 1996). 

D'une maniere g£n6rale ces analogues peptidiques, 
denommes pseudopeptides, presentent comme premier avantage 
une stabilite m^tabolique superieure a celle des peptides 
ou proteines naturels en raison du fait qu'ils ne sont pas 
degrades par les proteases naturelles ou le sont moins 
vite. Par ailleurs, les changements de conformation 
induits par ces modifications chimiques peuvent ameliorer 
les proprietfes biologiques de ces pseudopeptides. 

Si les techniques de synthase des peptides dits 
naturels, notamment sur support solide, sont bien rodees 
et permettent de preparer facilement des peptides 
comprenant plusieurs dizaines d 1 acides amines, 
l f introduction de ces modifications pour preparer des 
pseudopeptides rend la synthese plus complexe, en 
particulier pour des pseudopeptides longs. 
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Par ailleurs, dans le domain de 1 ■ immunologic et 
aussi bien dans le diagnostic des maladies virales ou 
auto-immunes que dans 1 • immunotherapie ou la vaccination 
les peptides synthetiques . mimant les Epitopes des 
5 prot£ines representent une alternative de choix. La taille 
des peptides analogues de ces determinants antigeniques ou 
epitopes est un facteur important dans le choix de ces 
peptides et a fait l'objet de nombreuses publications 
(M.H.V Regenmortel, Immunology Today, 10(8), p266-271, 
10 1989 ou M.H.V Regenmortel, Biomedical Peptides, Proteins & 
Nucleic Acids, 1, pl09-116, 1995), Si a l'origine, il 
etait admis qu'un epitope comporte entre 15 et 2 2 acides 
amines, les etudes recentes montrent que cette taille peut 
etre reduite a quelques acides amines. Dans le domaine de 
15 l'immunite, les etudes cristallographiques sur 
1 1 interaction des peptides et du complexe majeur 
d 'histocompatibility (CMH) indiquent une taille de 9 a 13 
acides amines pour une bonne interaction avec les 
molecules du CMH de classe I et de 9 a 25 pour le CMH de 
20 classe II (H. G* Rammensee, Current Opinion in 
Biotechnology, 7, p85»96, 1995). De mSme dans le 
diagnostic, la taille est un facteur critique pour 
1 'utilisation des peptides. Dans le cas du VIH (virus 
d 1 immunodef icience humaine) , les epitopes les plus petits 
25 comportent de 4 a 6 acides amines mais les peptides 
utilises possSdent tou jours une taille superieure d'au 
moins 12 acides amines (D. Osmanov, AIDS, 5(1), WH01-WH09, 
1991) . Dans un autre exemple comme le diagnostic de la 
maladie de Chagas, les peptides utilises comportent au 
30 minimum 12 acides amines (WO-A-97/18475) . 

C'est l'objet de la presente invention que de 
decrire une nouvelle famille de pseudopeptides comportant 
un nouveau motif carbaza modifiant de mani^re 
significative le squelette peptidique et dont la mise en 
35 oeuvre dans le cadre de la synthese de peptides soit aisee 
aussi bien en phase solide qu'en phase liquide et ce, m§me 



3 



10 



15 



pour des peptides de taille importante et notamment 
super ieure a 6 acides amines. Cette nouvelle famille de 
pseudopeptides est utilisable dans le doiaaine diagnostique 
pour fournir des methodes de diagnostic in vitro de 
pathologies associees a la presence de prot^ines endogdnes 
ou exogenes chez un individu, ou dans le domaine 
therapeutique et notamment 1 ' immunotherapie ou la 
vaccination. 

Ces pseudopeptides ont une taille d'au moins 6 
acides amines comprenant au moins un motif choisi parmi 
les motifs B de formule generale I et/ou II definies ci- 
dessous : 

Rz X R2 X 



-NH-C-CH 2 -CH 2 -N-C- -N.CH 2 -CH 2 -C-NH-C 
Rj R 3 Rg it, 

(I) (II) 



dans lesque lies : 

Rl, R 2 et R 3 representent chacun independamment 
l'un de 1' autre une chaine laterale d 1 acides amines et 
peuvent €tre identiques ou diff^rents, et 
20 X represente un atome d'oxygene ou de soufre, 

pref erentiellement un atome d'oxygene* 

Avantageusement R 2 represente un atome 
d 1 hydr ogene . 

Par acides aminfes, on entend les acides amines 
25 primaires qui codent pour les prot6ines, les acides amines 
d§riv6s apres action enzymatique comme la trans-4- 
hydroxyproline et les acides amines naturels mais non 
presents dans les proteines comme la norvaline, la N— 
m€thyl-L leucine, la staline (Hunt S. dans Chemistry and 
30 Biochemistry of the amino acids, Barett G.C. , ed. , Chapman 
and Hall, London, 1985), les acides amines proteges par 
des fonctions chimiques utilisables en synthese sur 
support solide ou en phase liquide et les acides amines 



non naturels. Des exemples de ces acides amines non 
naturels sont donnas dans le catalogue Novabiochem 
(Catalog & Peptide synthesis Handbook ; 1999 ; CH-4448, 
Laufelfinfgen, Suisse) ou le catalogue Neosystem 
(Catalogue 1997/1998 ; 67100 Strasbourg, France). 

Par chalne laterale d» acides amines, on entend 
1' ensemble des chalnes latSrales des acides amines tels 
que definis precedemment . Dans le cas de la proline, il 
est entendu que la chalne laterale R x ou R 2 dans la formule 
du motif B se cyclise pour se lier a 1' azote en alpha. De 
meme, R x et R 2 peuvent se lier de maniere covalente. 

De preference le pseudopeptide comporte au moins 9 
acides amines. Avantageusement dans le cas du diagnostic, 
le pseudopeptide comporte au moins 12 acides amines. Le 
motif B tel que defini, represente 2 acides amines puisque 
le squelette lineaire dudit motif B possede une structure 
a 6 atomes • 

L 1 invention concerne Sgalement un procede de 
synthase du pseudopeptide contenant au moins un motif B. 
Pour cela, la ou les molecules necessaires sont des 
diamines monoprotegfees de structure Ilia ou Illb 
suivante : 



GP-NH-C-CH2-CH2-NH-R3 



GP 



I* 

R3-N-CH2-CH2-C-NH2 



Ilia 



Illb 



oil 



GP represente un groupe protecteur quelconque de 
fonction amine comme par exemple ceux d§crits dans T.W. 

Protective Groups in Organic 



P.G.M. 



Wuts, 



Greene and 

Synthesis, 2 eme edition, John Wiley and Sons, New York, 
1991 ; pr§f£rentiellement ceux couramment utilises n 
synthase peptidique a savoir : 

Boc (tertiobutyloxycarbonyle) , 
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Fmoc (9-f luorenylmethyleneoxycarbonyle) , 
Cbz (carboxybenzyle) , ou 
Alloc (allyloxycarbonyle) , et 

R l/ R2 et R3 representent chacun independamment 
5 l'un de 1» autre une chaine laterale d'acides amines et 
peuvent etre identiques ou dif f erents . 

Cette molecule est ensuite couplee a une amine par 
1'intermSdiaire d'un agent de carbonylation. A titre 
d'exemple, on peut citer le N, N 1 -carbonyldiimidazole (GDI) 

10 (Zhang, X.; Rodrigues, J.; Evans, L. ; Hinckle, B. ; 
Ballantyne, L. ; Pena, M. J. Org, Chem. 62, 6420-6423, 
1997), le carbamate de p-nitroph6nyle (Hutchins, S.M. & 
Chapman K.T. Tet Lett. 36, 2583-2586, 1995), le carbonate 
de 2,4-dinitrophenyle (Quibell, M. ; Turnell, W.G.; 

15 Johnson, T. J. Chem. Soc. Perkin Trans. I 2843-2849), 
carbonate de N^'-disuccunimidyle (DSC) (Takeda, K. ; 
Akagi, Y. ; Saiki, A.; Tsukahara, T.; Ogura, H. Tet. Lett. 
1983, 24, 4569-4572) et plus particulierement le 
triphosgene (Majer, P. & Randad, R.S. J. Org. Chem. 59, 

20 1937-1938, 1994). Cette reaction peut Stre effectuee sur 
un support solide ou en phase homog&ne. 

Grfice t cette technique de couplage, le motif . B 
peut £tre introduit a n f importe quelle position du 
pseudopeptide et il est ais§ de preparer un pseudopeptide 

25 comportant plusieurs motifs B correspondant aux formules I 
et/ou II. Le pseudopeptide peut comporter exclusivement un 
enchalnement de motifs B correspondant aux formules I 
et/ou II. 

Le pseudopeptide selon 1 1 invention peut etre 
30 modifie apres ou pendant la synthese comme par exemple par 
couplage avec des traceurs, des ligands ou anti-ligands, 
des proteines, des vitamines, par phosphorylation, 
sulfatation, glycosylation, hydroxy lat ion. Les couples 
biotine / streptavidine, lectine / sucre, 

35 haptene / anticorps, chelatant / molecules chelatees, 
hormone / r^cepteur, polynucleotide / polynucleotide 



complementaire sont des exemples des couples 
ligand / anti-ligand. 

Un exemple de strategie de modification d'un 
peptide par la biotine est donne dans Limal, D. ; Briand, 
J. P.; Dalbon, P.; Jolivet, M. , 1998, J. Peptide Res. 52, 
121-129. 

La structure du pseudopeptide peut subir des 
modifications comme des liaisons intrapeptidiques ou 
interpeptidiques. A titre d' exemples pour la formation de 
liaison intrapeptidique, la creation de ponts disulfure 
entre differentes chaines laterales de cysteines ou bien 
la formation de lactames entre deux chaines laterales ou 
entre les deux extremitSs C-terminale et N-terminale sont 
envisageables. Les liaisons interpeptidiques peuvent 
conduire a la formation de multimeres peptidiques 
reticules ou non par 1 1 utilisation de reactifs de couplage 
bif onctionnels . 

Des exemples de strategie de couplage pour la 
modification du pseudopeptide sont donnes dans Chemistry 
of protein conjugation and cross-linking, Wong S. S., CRC 
press, Boca Raton, 1991 ou dans Biocon jugate techniques, 
Hermanson G.T., Academic Press, San Diego, 1996. Les 
pseudopeptides selon 1« invention peuvent £tre lineaires 
cycliques ou branches. 

La synthese du pseudopeptide peut fetre realisee 
sur support solide par les techniques r€currentes 
classiques, par des techniques de ligation chimique (W. Lu 
et al, FEBS Letters, 429, p31-35, 1998 ou J. A Camarero et 
al, J. Peptide Res., 51, p303-316, 1998) ou par des 
techniques de condensation de fragment (Chemical 
approaches to the synthesis of peptides and proteins, 
Lloyd-Williams ,P., Albericio F. , Giralt E. , CRC press, 
Boca Raton, 1997) ou par combinaison de ces diffSrentes 
techniques . 

Un autre objet de 1» invention est un reactif de 
detection d'une pathologie associee a la presence de 
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proteines endogenes ou exogenes ledit reactif comprenant 
en outre un pseudopeptide de 1 ' invention comme substance 
reactive. Le pseudopeptide est avantageusement marque par 
un traceur ou la biotine. De preference, la taille du 
5 pseudopeptide est d»au moins 12 acides amines. 

Les pathologies peuvent * concerner toutes les 
pathologies animales ou humaines et notamment les 
pathologies humaines et en particulier les pathologies 
d'origine virale, parasitaire, le domaine du cancer, des 

10 maladies auto-immunes, des maladies neurodegeneratives. 

La detection de pathologies peut se faire de 
maniere directe ou indirecte. Par direct, on entend la 
detection de cette pathologie dans un echantillon 
biologique provenant de 1 1 organisme humain ou animal comme 

15 par exemple le sang, 1 'urine, le crachat, un frottis. Par 
indirect, on entend la detection de proteines dans des 
echantillons comme par exemple l'eau, l»air, les aliments, 
les produits pharmaceutiques, les cosmStiques qui peuvent 
entrer en contact avec ledit organisme humain ou animal 

20 pour provoquer une pathologie. 

Un objet de 1 1 invention est un kit de detection de 
pathologies associees a la presence de prot#ines endogenes 
ou exogenes comprenant le reactif d£cr it ci-dessus, fix6 
sur un support solide, immunologiquement compatible avec 

25 ledit reactif. 

Le terme "support solide" tel qu 1 utilise ici 
inclut tous les materiaux sur lesquels peut Stre 
immobilisee une molecule biologique pour une utilisation 
dans des tests diagnostiques et dans des processus de 

30 separation. Des materiaux naturels ou de synthese, 
modifies ou non chimiquement , peuvent 6tre utilises comme 
support solide, notamment les polysaccharides tels que les 
materiaux a base de cellulose, par exemple du papier, des 
dfiriv§s de cellulose tels que I'acStat de cellulose et la 

35 nitrocellulose, du dextran ; des polymeres tels que 
polychlorures de vinyl , polyethylenes, polystyrenes, 
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polyacrylates, polyamides, ou des copolymdres a base de 
monomeres du type styrdne, esters decides carboxyliques 
insaturSs, chlorure de vinylidene, dienes ou composes 
presentant des fonctions nitrile (comme 1 1 acrylonitrile) ; 
des .copolymer es chlorure de vinyle / propylene, chlorure 
de vinyle / acetate de vinyle ; des fibres naturelles 
telles que le coton et des fibres synthetiques telles que 
le nylon ; des materiaux inorganiques tels que la silice, 
le quartz des verres, des ceramiques ; des latex, c'est-a- 
dire des dispersions aqueuses colloSdales d'un polymere 
quelconque insoluble dans l'eau; des particules 
magn^tiques ; des derives metalliques, etc. 

Le support solide peut §tre notamment sous la 
forme d'une plaque de microtitration, d f une feuille, d«un 
c6ne, d f un tube, de billes, de particules ou analogues. 

La fixation du reactif peut etre rSalisee de 
maniere directe ou indirecte . 

De manidre directe, deux approches sont 
possibles : soit par adsorption du r&actif sur le support 
solide, soit par liaison covalente. Dans une variante, le 
pseudopeptide du reactif peut §tre coupl6 a un 
polypeptide, une proteine, un fragment d'acide nucl§ique 
pour ameliorer la fixation sur la phase solide, 

De maniere indirecte, on peut fixer pr§alablement 
(par covalence ou adsorption) un anti-r§actif capable 
d'interagir avec le reactif de fagon a immobiliser 
!• ensemble sur le support solide. A titre d f exemple, la 
streptavidine adsorbee sur le support solide peut 
permettre la fixation d f un pseudopeptide portant une 
biotine ou bien un anticorps (monoclonal, polyclonal ou un 
fragment d f anticorps) dirige contre le motif B de 
1' invention peut permettre cette m§me fixation du 
pseudopeptide ♦ 

L 1 invention concerne en outre un proced€ de 
detection et/ou de dosage de molecules biologiqu s, et 
notamment d' anticorps, presentes dans un fechantillon dans 
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lequel on utilise le reactif selon l 1 invention pour former 
un complexe immun avec lesdites molecules biologiques si 
elles sont presentes dans 1 ' echantillon. 

L* invention concerne notamment un proced€ pour la 
detection et/ou le dosage d 1 anticorps dans un echantillon 
comprenant les etapes consistant a mettre en contact ledit 
echantillon avec un reactif de 1" invention dans des 
conditions permettant une reaction immunologique, puis a 
detecter et/ou doser le complexe immun eventuellement 
forme . 

Dans un mode particulier, le reactif de 
l 1 invention est fixe sur la phase solide et le complexe 
immun est detecte a l f aide d'un deuxieme anticorps marque 
par un traceur. 

Dans un autre mode particulier, le complexe immun 
entre le reactif marque et la molecule biologique est 
forme en phase homogene et sa presence est detectfee par 
une modification physico-chimique du traceur li6 a la 
formation du complexe immun. 

A titre d 1 exemple, ce deuxieme anticorps est un 
anticorps monoclonal, polyclonal ou un fragment de type 
Fab, dirig§ par exemple contre des anticorps humains dans 
le cas d'un Echantillon biologique humain. 

Par traceur, on entend une entity capable de 
gen§rer un signal detectable. 

Le traceur peut notamment §tre choisi parmi : 

- les enzymes qui produisent un signal detectable 
par exemple par color imetrie, fluorescence, luminescence, 
comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, 
la p-galactosidase, la glucose-6-phosphate deshydrogenase. 

- les chromophores comme les composes 
f luorescents , luminescents , colorants . 

- les groupements a densite 61ectronique 
detectable par microscopie electronique ou par leurs 
proprietSs electriques comme la conductivity, 
1 1 amperomStrie, la voltametrie, les mesures d' impedance. 
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- les groupements d^tectables par des methodes 
optiques comme la diffraction, la resonance plasmon de 
surface, la variation d' angle de contact ou des methodes 
physiques comme la spectroscopie de force atomique, 
l'effet tunnel.. 

Le marquage par un traceur peut etre realise 
indif f eremment de raaniere directe ou indirecte. 

Par marquage direct, on entend la fixation 
covalente du traceur. Par marquage indirect, on entend la 
fixation non covalente du traceur notamment par des 
interactions ligand / anti-ligand. 

L' invention concerne egalement un procedS pour la 
detection et/ou le dosage d ! un antigene present dans un 
echantillon par une technique de competition dans lequel 
on met en contact, simultanement ou en deux etapes, ledit 
echantillon avee une quantity predetermines d'anticorps 
dirigS contre un partie de l'antigdne et une quantity 
predetermine d'un r§actif de 1" invention, et on determine 
la presence et/ou la quant ite d' antigene present dans 
ledit echantillon. 

Dans un mode particulier, c'est 1' anticorps qui 
est fixS sur la phase solide et le reactif de 1' invention 
est marqu6 par un traceur. 

L» invention concerne egalement un proced6 pour la 
detection et/ou le dosage d f un anticorps present dans un 
echantillon par une technique de competition dans lequel 
on met en contact simultanement ledit echantillon avec une 
quantity predeterminee d' antigene dont au moins une partie 
est reconnue par ledit anticorps et une quantity 
predetermine d'un reactif de 1* invention, et on determine 
la presence et/ou la quantite d'anticorps present dans 
ledit echantillon. 

Dans un mode de realisation particulier, 
1" antigene est fixe sur la phase solide et le reactif de 
1* invention est marqu£ par un traceur. Dans une autre 
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variante, le reactif est fixe sur la phase solide et 
l f antigene est marqu§ par un traceur. 

L 1 invention a egalement pour objet les anticorps 
diriges contre les pseudopeptides selon l 1 invention qui 
5 peuvent etre monoclonaux ou polyclonaux. Lesdits anticorps 
sont susceptible d'etre obtenus par immunisation d'un 
animal avec au moins un pseudopeptide selon 1' invention. 
Les anticorps selon l 1 invention sont plus particuli&rement 
caracterises en ce qu'ils sont susceptibles de former un 
10 complexe avec des pseudopeptides et/ou les proteines ou 
peptides parents correspondants a ces derniers. 

Par proteine parent, on entend une proteine 
naturelle et par peptide parent, on entend 

soit un peptide existant tel quel a l*6tat 
15 naturel, notamment dans un microorganisme super ieur et 
notamment l'organisme humain, 

soit un peptide issu d'une proteine telle quelle 
existe & l*etat naturel dans les organismes susmentionnSs, 
notamment par fragmentation de ladite proteine ou par 
20 synthese peptidique, 

soit un peptide d'interet immunologique obtenu par 
synthese peptidique, 

soit un peptide issu d'une proteine telle quelle 
existe a l'Stat naturel mais dont I'activite immunologique 
25 a ete modifiee, conserv§e ou optimisSe par remplacement de 
certains aminoacides, comme par exemple a la suite d'un 
criblage d'une librairie de peptides analogues obtenue par 
synthese peptidique. 

Les anticorps anti-pseudopeptides de l 1 invention 
30 reconnaissent le peptide parent ou la proteine parente 
avec une affinity au moins egale a celle presentee par les 
- anticorps anti-peptide parent ou anti-proteine parente vis 
a vis du peptide parent ou de la proteine parente. La 
constante d'affinite & I'equilibre Ka des complexes est un 
35 moyen de mesurer l'af finite. 
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L' invention concerne egalement les anti-idiotypes 
susceptibles d'etre obtenus par immunisation d'un animal 
avec lesdits anticorps tels que definis ci-dessus. 

Une autre application des pseudopeptides selon 
l 1 invention est une composition therapeutique active et 
notamment une composition immunotherapeutique active, 
pref^rentiellement une composition vaccinale comprenant a 
titre de principe actif un pseudopeptide pr&sentant une 
demi-vie superieure a celle des proteines naturelles ou a 
celle des peptides de synthese issus ou non de ces 
proteines naturelles (ces proteines naturelles, ou ces 
peptides issus ou non de ces dernieres etant design^s par 
1" expression proteines ou peptides parents) dont ils sont 
les analogues, ledit principe actif etant eventuellement 
sous la forme d'un conjugue ou d'un excipient 
pharmaceutiquement acceptable, 

Les pathologies susmentionnees susceptibles d'etre 
traitees dans le cadre de la prSsente invention sont 
principalement soit des maladies d'origine virale, 
bacterienne ou parasitaire, lorsqu'elles sont associees a 
la presence du microorganisme lui-meme, soit des maladies 
auto-immunes lorsqu'elles sont associees a la presence de 
proteines ou peptides endogenes perturbant le 
f onctionnement physiologique normal d*un organisme lorsque 
ces derniers jouent directement un role d' anticorps ou 
induisent la formation d' anticorps reconnaissant et 
alterant des sites particuliers de 1 'organisme comme par 
exemple en formant des depots de complexes 
anticorps / antigdnes ou en provoquant des etats 
inf lammatoires, Les pathologies susmentionnees peuvent 
etre egalement etre des maladies neurodegeneratives 
lorsqu'elles sont associees a la presence dans 1* organisme 
de proteines exogdnes ayant pour effet de provoquer des 
lesions neurologiques. Les pseudopeptides utilises pour la 
preparation des compositions pharmaceutiques ou des 
vaccins sont avantageusement des pseudopeptides dont le 
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squelette est forme entierement par un enchalnement de 
motifs B de formule generale I et/ou II. 

L ' invention vise plus particulierement 

1' utilisation d'un pseudopeptide tel que defini ci-dessus, 
pour la preparation d'un vaccin dans le cadre de la 
prevention de pathologies associSes a la presence dans 
l'organisme d'un individu d'une ou plusieurs proteine(s) , 
exogene(s) ou endogene(s) susceptible (s) d'etre 
reconnue(s) par des anticorps dirigSs contre les 
pseudopeptides ou diriges contre les anti-idiotypes selon 
1 1 invention. 

L 1 invention vise egalement toute composition 
pharmaceutique comprenant au moins un pseudopeptide tel 
que defini ci-dessus ou au moins un anti-idiotype 
susmentionnfe, associe S une molecule porteuse proteique ou 
non, pouvant induire in vivo la production d' anticorps 
neutralisant lesdites proteines exogenes ou endogenes 
responsables de la pathologie, ou induire in vivo une 
reponse immune cellulaire cytotoxique. L' invention 
concerne en outre toute composition pharmaceutique 
comprenant au moins un anticorps defini ci-dessus. 

S'agissant de 1 utilisation des pseudopeptides 
dans le cadre de medicaments destines au traitement des 
maladies auto-immunes, il convient de rappeler que la 
pathogenese de nombreuses maladies auto-immunes implique 
la presentation d ' autoantigenes (lies au molecules du CMH) 
au recepteur de cellules T autoreactives qui ont d'une 
fa$on ou d'une autre echappe au processus de tolerance du 
soi. Aussi le dfeveloppement de nouvelles strategies pour 
moduler la reponse des cellules T autoreactives pourrait 
conduire a des approches thSrapeutiques capables de 
traiter certaines maladies auto-immunes. 

Certaines maladies auto-immunes sont associees a 
des alleles CMH I ou II specif iques. Ainsi 1 'utilisation 
de peptides bloquants capables d'interagir avec un 
molecule CMH donnee (par exemple une molecule CMH de 
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classe II associee a une maladie auto-immune particuliere) 
mais ne pouvant pas activer la reponse cellulaire T 
pathog€nique est prometteuse. Cependant la degradation des 
peptides dans les milieux biologiques rend leur 
utilisation difficile. Dans ce cas les pseudopeptides de 
par leu*- stabilite seraient tres avantageux. 

Les exemples qui suivent permettent d'illustrer 
quelques avantages de 1 » invention sans toutefois en 
limiter la portee* lis font reference au dessin annexe 
dans lequel : 

la figure l illustre la synthese d'une 
diamine chargee de mimer la sequence 
dipeptidique (Ala-Val) une fois introduite dans 
un peptide ; cette synthese a ete realis§e 
selon les deux strategies utilises couramment 
en synthese peptidique (Boc et Fmoc) pour 
demontrer la g^neralite de la voie proposee ; 

la figure 2 illustre 1 » introduction 
sur support solide de l 1 amine monoprotegee via 
une carbonylation conduisant a 1 • isocyanate . 

Exemple l : synthese d'une diamine protegee pour 
1' introduction du motif B carbaza dans un pseudopeptide. 

La voie de synthese utilisee pour parvenir a ce 
d§rive d'acide amine est la suivante. 

Un acide amine N-prot6g6 naturel ou non est tout 
d'abord transform^ par action du diazomethane pour obtenir 
la diazocetone N-protegee correspondante (1, Figure 1) . 
Ensuite, par rearrangement de Wolff direct en presence de 
N , O-dimethy lhydroxy lamine , le N , O-dimethy lhydroxamate de 
I 1 acide 3-amin€ N-protege 2 est obtenu selon la mSthode 
decrite par Limal et al. (Limal, D. ; Quesnel, A.; Briand, 
J.P. Tet. Lett. 39, 4239-4242, 1998) (2, Figure 1), Cette 
etape peut etre realisee de manidre plus classique en 
passant par l 1 acide p-amine N-protege. La reduction de 
cette molecule en aldehyde est effectuSe par la methode 
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dScrite par Fehrentz et Castro (Fehrentz, J. A. & Castro , 
B. Synthesis 676-678, 1982). Une amination reductrice 
entre l 1 aldehyde obtenu et une amine primaire protegee 
conduit a la diamine N-protegee 3. La protection de 
l 1 amine primaire sera orthogonale a la premiere protection 
de 1' acide amine de maniere a pouvoir enlever I'une des 
deux selectivement. A titre d"exemple, dans le cas d'un 
acide aminS N-prot6g6 par un groupe Boc, l 1 amine a 
introduire sera protegee par un groupe allyle ou benzyle. 
Tandis que dans le cas d'un acide amine N-proteg£ par un 
groupe Fmoc / 1 1 amine a introduire sera protegee par un 
groupe allyle. La deprotection de ce groupe permet alors 
d'acceder a la diamine monoprotegee 4a ou 4b. 

A titre d'exemple, la figure 1 illustre la 
synthase d'une diamine chargee de mimer la sequence 
dipeptidique (Ala-Val) une fois introduite dans un 
peptide. Cette synthese a ete realisee selon les deux 
strategies utilisees couramment en synthese peptidique 
(Boc et Fmoc) pour demontrer la gSneralitS de la voie 
proposfee. Les rendements reactionnels sont indiquSs pour 
chaque etape. 

Le mode operatoire pour cette synthese est d§crit 
ci-dessous en fonction des dif f ^rentes etapes : 

(1) Au cours de la reaction (1) , on fait reagir 
sur 1 equivalent d 1 acide amine commercial correspondant a 
l 1 alanine N-prot6gee par le groupement protecteur Boc 
(Novabiochem, reference 04-12-0002) ou le groupement 
protecteur Fmoc (Novabiochem, reference 04-12-1006) , 1,1 
equivalents de iBuOCOCl (vendu par la sociStfe Aldrich, St 
Quentin Fallavier, France sous la reference 17,798-9) et 
1,1 Equivalents de NMM (4-m§thylmorpholine, Aldrich, 
40770-4), dans le THF (tetrahydrof uranne, Aldrich, 40175- 
7) a une concentration de 0,1 molaire en acide amin§ a la 
temperature de -25 °C pendant 1 heure. Le produit 
intermediaire est filtre pour eliminer les sels formfes. 
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(2) Ce produit intermediate reagit ensuite (etape 
(2)) sur du diazomethane CH 2 N 2 (prepare a partir d'un 
prlcurseur Diazald vendu par la societe Aldrich, reference 
D2, 800-0 en utilisant le montage specif ique vendu par la 
societe Aldrich sous la reference Z10, 851-0) en solution 
dans 1» ether a temperature ambiante pendant 2 heures. Les 
solvants sont evapores a l'aide d'un evaporateur rotatif 
et le produit 1 est purifie par chromatographic sur silice 
avec un melange acetate d'ethyle / hexane : 30/70). 

(3) La reaction (3) est effectuee en meiangeant 1 
equivalent du produit 1 avec 3 equivalents d'Et 3 N, 0,15 
equivalent de C 6 H 5 C0 2 Ag (Aldrich, 22,727-7) dans le THF 
(0,1 molaire en produit l) puis en additionnant 1,5 
equivalents de HN(0Me)Me (obtenu par neutralisation avec 2 
equivalents de NEt 3 du precurseur acide vendu par Aldrich 
reference D16, 370-8) a une temperature de -25 °C. Le 
melange reactionnel est ramene a la temperature ambiante 
pendant 2 heures. Apres concentration des solvants, lavage 
par une solution de sulfate de potassium, sechage sur 
sulfate de magnesium, evaporation des solvants organiques 
et purification par chromatographie sur silice avec un 
melange acetate d'ethyle / hexane : 50/50), le produit 2 
est isoie. 

(4) La reaction (4) est effectuee en faisant 
reagir 3 equivalents de LiAlH 4 dans le THF (Aldrich, 
21776-6) a la concentration de 0,1 molaire en produit 2 a 
la temperature de -30°C pendant 1 heure. On ajoute 50 ml 
d« acetate d'ethyle au melange reactionnel. L'exces 
d'hydrure est ensuite neutralise par addition d'une 
solution aqueuse d 'hydrogenosulf ate de potassium, la phase 
organique est lavee success ivement par une solution 
d'hydrogenocarbonate de potassium puis par une solution 
saturee de NaCl. La phase organique est sechee sur sulfate 
de magnesium, filtree, evaporee pour conduire a 1» aldehyde 
corr espondant . 
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(5) La reaction (5) est effective en faisant 
rfeagir 1,1 equivalents de tf-isopropylbenzylamine (Aldrich, 
13,696-4) et 1,4 equivalents de NaBH(OAc) 3 (Aldrich, 
31,639-3) dans le DCE ( 1 , 2-dichloroethane, Aldrich, 31992- 
9) a -une concentration de 0,3 molaire en produit 2a a 
temperature ambiante pendant 3 heures. Le melange 
rSactionnel est traite come indique a l'etape (4) apres 
evaporation du DCE. 

(6) La reaction (6) est une hydrogenation 
catalytique realisee dans le methanol a 0,1 molaire en 
produit 3a en presence de 0,1 equivalent du reactif 
Palladium sur lit de carbone (Aldrich, 20,569-9), Le 
melange reactionnel est ensuite filtr£ pour Sliminer le 
catalyseur et apres evaporation du solvant, le produit 4a 
est obtenu. 

(7) La reaction (7) est effectufie en faisant 
reagir 1,1 equivalents de tf-isopropylallylamine et 1,4 
equivalents de NaBH(OAc) 3 dans le DCE £ une concentration 
de 0,3 molaire en produit 2 a temperature ambiante pendant 

3 heures. Le traitement effectue pour obtenir le produit 
3b ou 3c est identique a celui de l f etape (4). 

La synthese de la N-isopropylallylamine est la 

suivante . 

A une solution sous agitation d ■ isopropylamine 
(200 mmole, Aldrich 10,906-1), dans 40 ml d ( eau, est 
additionnfe lentement le bromure d^llyle (100 mmole, 
Aldrich, A2, 958-5) a temperature ambiante. Le melange 
reactionnel est ensuite porte a reflux sur une p§riode de 

4 heures. On ajoute au melange 10 g de soude (250 mmole) a 
10°C, puis on laisse sous agitation pendant 1 heure en 
laissant remonter la temperature 4 " 20°C. On extrait £ 
l 1 ether (2 fois 3 0 ml) puis la phase organique est sechee 
sur Na 2 S0 4 et le solvant est evaporS. Le residu est 
distill^ jusqu'au produit attendu (point d f ebullition 
79°C). 
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(8) La reaction (8) est effective en faisant 
reagir 0,05 equivalent d'un melange Pd(dba) 2 
(bis (dibenzyldeneacetone)palladium(O) , vendu sous la 
reference 8764 par la societe Lancaster, Strasbourg, 
France) et DPPB ( 1 , 4-bis (diphenylphosphino) butane, vendu 
sous la reference 8310 par la societe Lancaster) dans une 
proportion de 1 :l avec 2 Equivalents d'acide 2- 
mercaptobenzoique (Aldrich, T3, 320-0) dans CH 2 C1 2 a une 
concentration de 0,1 molaire en produit 3 a temperature 
ambiante pendant 2 heures. Apres evaporation de CH2CI2, le 
melange reactionnel est repris dans de 1' ether 
diethylique, puis le compose 4b est obtenu sous forme de 
chlorhydrate par - precipitation en faisant buller de 
l'acide chlorhydrique gazeux en solution. 

Les solvants sont purifies selon les methodes 
usuelles en synthase organique (Purification of Laboratory 
Chemicals, 2 nd edition, D.D. Perrin, W.L.F. Armarego, D.R. 
Perrin, Pergamon 'Press, Oxford) 

La caracterisation de ces intermediaires par les 
methodes classiques de Resonance Magnetique Nucleaire 
(RMN ; Bruker Spectrospin, Bremen, Allemagne) et de 
spectrometrie de masse . (MS ; MALDI TOF, Protein TOF, 
Bruker Spectrospin, Bremen, Allemagne) a 6te realisee et 
les donnees sont en accord avec les valeurs theoriques 
attendues . 

Description des produits 4a et 4b : 

4a. Solide blanc. X H RMN (200 MHz, CDCI3) d(ppm) 
1,21 (d, 3H, J=6,6 Hz), 1,4-1,44 (m, 6H) , 1,42 (s, 9H) , 
1,77 (m, 1H), 2,30 (m, 1H), 2,88-3,09 (m, 2H) , 3,27 (m, 
1H) , 3,74 (m,^ 1H) , 4,7 (d, 1H) MALDI— TOF MS: m/z 231,2 
(M+H + ) . 

4b. Solide blanc (sel de chlorure) . X H RMN(200 
MHz, CDCI3) d(ppm) 1,24 (d, 3H, J=6,l Hz), 1,39-1,47 (dd, 
6H, J=6,5 Hz), 1,65-2,08 (2m, 2H) , 2,88-3,08 (2m, 2H) , 
3,26 (m, 1H) , 3,71-3,92 (m, 1H) , 4,20 (m, 1H) , 4,39 (m, 
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2H), 5,23 (bb, 1H), 7,27-7,41 (m, 4H) , 7,59 (d, 2H, J=6,9 
Hz), 7,60 (d, 2H, J=6,8 Hz); MALDI-TOF MS: m/z 353,4 
(M+H + ) . 

Exemple 2 : synthese d»un pseudopeptide comportant 
le motif B carbaza selon la formule I. 

La synthese du peptide est effectuee jusqu f au 
residu tyrosine a partir d f une resine MBHA (100 micromoles 
de resine avec un taux de substitution de 0,63 
milliequiv. /g, reference 4 00373 de la societe Applied 
Biosystems) sur un appareil Applied Biosystems (modele 
431) selon les methodes classiques de synthese peptidique 
aussi bien en utilisant la stratSgie Boc ou Fmoc pour la 
protection des acides amines, (voir par exemple, Synthetic 
peptides, a user's guide, edite par Gregory A. Grant, WH 
Freeman and Company, New York, 1992 ou The Practice of 
Peptide Synthesis, edite par M. Bodanszky et A. Bodanszky, 
Springer Verlag, Berlin, 1984). La molecule diaminee 
prot§g6e 4a ou 4b selon les essais est ensuite couplee & 
une amine par 1 1 intermediaire d'un agent de carbonylation 
selon le schema decrit dans la figure 2. 

Les diffgrentes etapes sont ci-apr^s d§crites. 

(1) 10 equivalents de DIEA par rapport 
au greffage initial de la resine (N,N- 
diisopropyl§thylamine, Aldrich, D12, 580-6) dans 2,5 ml de 
CH2CI2 pendant 10 min & temperature ambiante. 

(2) 3,3 equivalents de triphosgene en 
melange avec 10 equivalents de DIEA dans 2,5 ml de CH2CI2 
pendant 20 min a temperature ambiante. D'autres conditions 
en fonction de l 1 agent de carbonylation et du groupement 
protecteur GP sont donn§es dans le tableau ci-dessous. 

(3) 5 equivalents du compose 4a ou 4b dans 2,5 ml 
de CH2CI2 pendant 1 heure a temperature ambiante. 

(4) Deprotection de GP. 

(5) Elongation peptidique et coupure finale. 
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Tyr represents la tyrosine, Asn 1 • asparagine, Phe 
la phenylalanine, Ala 1 •alanine, Thr la threonine et Nle 
la nor leucine. 

La coupure finale avec deprotection simultanee est 
realisee par un melange d'acides forts selon la procedure 
decrite par Fu-jii et al. (Fujii/ N. ; Otaka, A.; Ikemura, 
O.; Akaji, k. ; Funakoshi, s.; Hayashi, Y. ; Kuroda, Y.; 
Yajima, H. 1987 J. Chem. Soc. Chem. Commun. 274-275) ou 
avec de l'acide f luorhydrique dans le cas d'une synthese 
en strategie Boc. En strategie Fmoc, la coupure est 
realisee avec le reactif K (King, D. ; Fileds, C. ; Fileds, 
G. 1990 Int. J. Pept. Protein Res. 36, 255-266). La 
coupure de GP se fait selon les methodes usuelles en 
synthese peptidique. 

Apres purification par CLHP preparative en phase 
inverse, le pseud opeptide obtenu a ete caracterise par 
CLHP analytique et spectrometrie de masse comme decrit 
dans la publication Lima! et al. (Limal, D. ; Briand, J.P.; 
Dalbon, P.; Jolivet, M. , 1998, J. Peptide Res. 52, 121- 
129) . 

Le tableau ci-dessous montre les differentes 
possibilites de synthese ainsi que les rendements de 
couplage obtenus : 
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Tableau 



synthese : 
Nature de GP 


carbonylation 
Etape (2) 


ismps as 
reaction pour 
la diamine 

/ V) An -v*A \ 
^ 11C U A. C5 j 


Ren dement total de 

synthese du 
pseudopeptide apres 

•£ A a 4- { f"*' T HO 

puriiicaLion L^ljHxr 

(%) 


Boc 


Carbo 

diimidazole 


1 


6 


Boc 


Carbo 

diimidazole 


12 


30 


Boc 


Carbo 

diimidazole 


72 


35 


Boc 


Triphosgene 


1 


35 


Boc 


Triphosgene 


12 


32 


Boc 


Triphosgene 


1 


40 


Fmoc 


Triphosgene 


12 
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5 Temps de retention en CLHP du pseusopeptide : llmin 88. 

MALDI-TOF MS: m/z 1012,05 (M+H + ) en accord avec le poids 
theorique. 

Exemple 3 : synthese d'un pseudopeptide comportant 
10* le motif B carbaza selon la formule XI. 

La molecule-cl§ pour la synthese du pseudopeptide 
est une diamine monoprotegee et il est done naturel de 
pouvoir I'introduire dans la synthese par l'une ou l 1 autre 
de ses fonctions amines. Pour cela, on a protfegfe a nouveau 

15 l'extr&mite comportant I 1 amine secondaire du compose 4a & 
l^ide d'un groupement Fmoc et dfeprotSgS l'extr Smite 
protege par le groupe Boc. La molecule obtenue a et6 
introduite sur support solide de la meme mani&re que 
pr Scedemment . On obtient ainsi la molecule representee ci- 

20 dessous avec une masse identique au compose 
pseudopeptidique precedent ma is avec un temps de retention 
different. 
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-Lys-fsT NT ^Tyr-Asn-Ph&Ala-TTir-Nie-NHj 



Temps de retention en CLHP : llmin 55. (conditions 
deer ites. dans I'exemple 2) 

MALDI-TOF MS: m/z 1012,05 (M+H + ) 
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RE VEND I CAT I ONS 

1/ Pseudopeptide d'au moins 6 acides amines 
comprenant au moins un motif choisi parmi les motifs de 
formules generales (I) et/ou (II) : 

R2 X R2 X 

r i i ii 

-NH-C-C H 2 -C H 2 -N-C- -N-CH 2 -C H 2 -C-NH-C 

i i ii 

(I) (ID 
dans lesguelles : 

R l/ R 2 et R 3 representent chacun independamment 
l'un de 1 1 autre une chaine latferale d 1 acides amines et 
peuvent etre identiques ou differents, 

X represente un atome d 1 oxygene ou de soufre. 

2/ Pseudopeptide selon la revendication 1 d'une 
taille d'au moins 9 acides amines. 

3/ Pseudopeptide selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterise en ce que X represente un atome d' oxygene. 

4/ Pseudopeptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que R 2 represente 
un atome d'hydrogdne. 

5/ Proced6 de synthese d'un pseudopeptide selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que l'on utilise une diamine monoprotegee de formule 
g^nerale Ilia ou Illb 



GP 



?2 



GP -NH-C-C H2-C H 2 -NH-R 3 R 3 -N-CH 2 -C H 2 -C-NH 2 



(Ilia) (IHb) 
dans lesguelles, 

R i/ R 2 et R 3 representent chacun independamment 
l'un de l 1 autre une chaine laterale d 1 acides aminSs et 
peuvent etre identiques ou diff" rents , 
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GP represente un groupement protecteur de fonction 

amine. 

6/ Procede selon la revendication 5, caracterise 
en ce que GP est un groupement Boc, Fmoc, Cbz ou Alloc. 

7/ Procede selon la revendication 5 ou 6, 
caracterise en ce que 1' agent de carbonylation est choisi 
parmi le N,N • -carbonyldiimidazole et le triphosg&ne. 

8/ Reactif pour la detection d'une pathologie 
associee a la presence de proteines endogenes ou exogenes, 
caracterise en ce qu'il comprend a titre de substance 
reactive au moins un pseudopeptide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 4. 

9/ Reactif selon la revendication 8, caracterise 
en ce que le pseudopeptide est marque par un traceur ou la 
biotine. 

10/ Reactif selon les revendications 8 et 9, 
caracterise en ce que la taille du pseudopeptide est au 
moins de 12 acides amines . 

11/ Kit de detection d'une pathologie associee a 
la presence de proteines endogenes ou exog&nes caracterise 
en ce qu»un reactif selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 10, est fixe sur un support solide 
immunologiquement compatible avec ledit reactif . 

12/ Procede de detection et/ou de dosage de 
molecules biologiques presentes dans un echantillon dans 
lequel on utilise le reactif selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 10, pour former un complexe immun avec 
lesdites molecules biologiques si elles sont presentes 
dans l 1 echantillon. 

13/ Procede de detection selon la revendication 12 
caracterise en ce que les molecules biologiques sont des 
anticorps. 

14/ Procede pour la detection et/ou le dosage d'un 
antigene present dans un echantillon par une technique de 
competition dans lequel on met en contact simultanement ou 
en deux etapes ledit echantillon avec une quantite 
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predetermine d' anticorps dirige contre un partie de 
l'antig£ne et une quantite predetermin§e d'un reactif 
selon l'une quelconque des revendications 8 a 10, et on 
determine la presence et/ou la quantite d'antigdne present 
dans ledit echantillon. 

15/ Procede pour la detection et/ou le dosage d'un 
anticorps present dans un echantillon par une technique de 
competition dans lequel on met en contact simultanement 
ledit echantillon avec une quantite predeterminee 
d'antigene dont au moins une partie est reconnue par ledit 
anticorps et une quantite predeterminee d'un reactif selon 
l'une quelconque des revendications 8 a 10, et on 
determine la presence et/ou la quantite d 1 anticorps 
present dans ledit echantillon. 

16/ Anticorps monoclonal ou polyclonal susceptible 
d'etre qu'obtenu par immunisation d'un animal avec au 
moins un pseudopeptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 . 

17/ Anti-idiotype susceptible d'etre obtenu par 
immunisation d'un animal avec au moins un anticorps selon 
la revendication 16. 

18/ Composition therapeutique active, notamment 
composition immunotherapeutique active, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend a titre de principe actif au moins un 
pseudopeptide selon l'une quelconque des revendications 1 
a 4, un anticorps selon la revendication 16, ou un anti- 
idiotype selon la revendication 17, ledit principe actif 
etant eventuellement sous la forme d'un conjugue ou d'un 
excipient pharmaceutiquement acceptable. 
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